



























らの因子の中でも、近年同定されたreceptor act市ator of NF‐κB(RANK)ligand






























































マクロファー ジ (M/Mφ)と共通の特性を有する (1,2)。これまで、Parathyroid
hormone、1,25‐dihydroxy宙tamin D3[1,25(OH)2D3]などの全身性ホルモン、
prostaglandin(PG)などのオータコイド、macrOphage co10ny‐stimulating factOr
(M‐CSF)、interleukin(IL)¨1、 IL6¨、 IL‐11、 tum or necrosis factOr(TNF)‐
αなどのサイトカィンが破骨細胞の分化をそれぞれ制御することが知られている (3,
4)。最近、osteoclast differcntiation factor/osteoprotegcrin ligand/TNF‐rclated





















































抗TGF―βl,‐2,…3モノクロー ナル抗体(clone lDll)、アイソタイプコントロー ル
抗体 (mOuse lgGl)はR&D Systcms lnc。(Min Cap01is,MN,UoSoA。)より購入 し
た。 ポ リクローナル ウサギ 抗RANK抗体 は雪印乳業 (株)(栃木)より御供与頂い
た。非標識 抗CD16/32抗体 (clone 2。4G2)、 ビオチン化 抗CDllb抗体 (M ac_lα
chain;clone M 1/70)、抗CDlla抗体 (LFA-l αchain;clone 2D7)、抗CD44抗体
(C10nC IM‐7)、 抗CD61抗体(integrin β3;C10ne C9。G2)、PE標識抗CD14抗体 (clone
rm C5‐3)はPharMingen lnternational(San Diego,CA,U oS.A。)より購入 した。ビオチ
ン化抗F4/80抗体 (clone A3‐1)、 FITC標識抗htegrin αv抗体、非標識抗DEC‐205抗
体 (clone NLDC¨145)はそれぞれSerOtcc.Co。(Kidlington,U.K。)、 住友電工 (株)(大
阪)、 BMA Biomedicals AG(Augst,Switzerland)より購入 した。NF‐κBの
clcctrophoretic mobility shift assayにおける、ポ リクローナル抗p50(sc‐114X)、 抗
p65(sc‐109X)抗体 はSanta Cruz Biotechnology,Inc。(San Diego,CA,UoSoA。)より
購入 した。
未分画骨 由来細胞か らのM/Mφ様細胞 の単離方法
4週齢から5週齢の雄性ICRマウス (静岡実験動物,静岡)から未分画骨由来細胞を調
製した。頚椎脱日による屠殺後、速やかに大腿骨、歴骨を摘出した。軟組織を除去後、大
腿骨、胆骨を10%fetal bO宙ne scrum(FBS,Intergcn,NY,U oSoA.)と100U/mlペニシ
リンを含む α…minimam essential medium(αM¨EM,ICN Biomedicals,Aurora,OH,
UoS.A.)中にて細切した。ボルテックスミキサーにより骨片より遊離させた細胞をポア
サイズ70 μmのメッシュでろ過し、これを未分画骨由来細胞浮遊液とした。採取した未
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(Pharm ingen)を用いた二次反応 を行 つた。これ らの検体はFACStar(B cctOn
Dickinson,San Josc,CA,U oS.A。)を用いて、ゲー トをかけることな く解析 した。



















αv forw ard,       5LGCCAGCCCATTGAGTTTGATT-3:
αv reversc,       5LGCTACCAGGACCACCGAGAAG‐31
αv PCR product:329 bp
β3fOrw ard,      5LTTACCCCGTGGACATCTACTA‐3:
β3reverse,       5LAGTCTTCCATCCAGGGCAATA¨3:



















cathepsin K PCR product:463 bp
calcitonin receptor forward,  5LACCGACGAGCAACGCCTACGC…3'
calcitonin receptor reverse,  5LGCCTTCACAGCCTTCAGGTAC‐3:
calcitonin receptor PCR product:272 bp
RANK PCR product:518 bp
TGF‐βl forward,        5LGGACCGCAACAACGCCATCTA‐3:
TGF‐βl revcrse,         5LCGCACACAGCAGTTCTTCTCT‐3:
TGF‐βl PCR product:546 bp
TGF‐β2forward,        5LCATCCCGAATAAAAGCGAAGA¨3'








TβR‐I PCR product:416 bp
TβR‐II forward,
TβR―II revcrse,











β a¨ctin PcR product:538 bp
増幅反応は各遺伝子の増幅の程度に応じて20‐32回行つた。増幅サイクルは94℃、30
秒間;58℃(TGF‐β2,‐β3のみ56℃)、 30秒間;72℃、 1分間を1サイクルとし
た。増幅反応は0.5 μlの各種cDNA(total RNA 50 ng相当)、 プライマー25 pmoles




M‐CSF単独、および M C¨SF+TGF¨βlで2日間前培養 したM/MO様細胞をPBSで洗
浄後、各種プロテアーゼィンヒビターを含むRIPA buffer[10 mM sodium phosphate
(pH 7.5),150 mM NaCl,1%NP¨40,0.5%sodium deoxycholate,0。1%SDS,lmM
11
EDTA,1 lnM aminocthyl‐be zencsu fonyl fluoride,10 1tg/m l leupeptin,and lo
μg/m l aprotinin]を加え、ccll lysateを回収 し、15秒間超音波処理した。タンパク定量





として パーォキシダーゼ標識抗 ウサギ IgG抗体 (Santa Cruz BiOtcchnology,Inc。)を
良用 し、抗原抗体複合体 |まwcstern blot chemiluminescencc rcagcnts(DuPont New
England Nuclear Products,BOstOn,MA,U oS.A。)を用いて可視化 した。
M/Mφ様細胞をM‐CsF単独あるいはM‐csF+TGF¨βl存在下で2日間培養した後、核




室温で20分間反応させた。ォ リゴDNAの標識およびЫnding bufferはグルシフ トアッセ









































































cathepsin K、calcitonin受容体、integrin αv、 β3の各mRNAの発現上昇と
CD14mRNAの減少をさ らに増強 した(Fig。3)。
M‐CSF、sRANKLにTGF‐βlを加 えて分化誘導 した細胞群はTGF‐βl非存在下に形






















































































































最近、樹状細胞 な らびに破骨細胞 において、RANKLはその受容体であるRANKを介 し
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CD14 integttn α v integrin β 3 DEC205








































































































































































への依存性。単離したM/Mφ様細胞 (l X 104細胞/cm2)|こ各種濃度の















































得たtotal RNA(lane 2)。M―CSFとsRANKL(40 ng力■)を加
え6日間培養し、M/Mφ様細胞と一部、破骨細胞へと分化した細胞


























































TGF―βlとM―CSF(10 ng/]ml)、 sRANKLC40 ng/mのを添カロし
6日間培養した (0。各培養終了後、qRAP染色とプロピジウム
アイオダイドによる核染色を行い、総核数 (□)、¶υP陽性細
胞率 (●)、 およびFo I。(○)を測定した。各値は代表する実験
の3ウェルの平均値土標準誤差で示す。M一CSF(10 ngん前、sRA―C40 ng/mDに1℃F―βl(10 ngんm)を加えて誘導され













































F ig.7: M‐CSFとsRANKLによる破 骨細胞 形 成 に対 す







M‐CSF + + + + + + + +
TGF―βl + + + +



































M‐CSF 十 + + + + + + + +
TGF‐βl + +














M‐CSF + + + + + + + + +
TGF‐βl + +


























RANKプライマーを用いたて「―PCR(B)。単離した直後のM/Mφ様細胞から得たタンパク質とtotal RISA(A:lane l;B:lanes l,
4,7)。M―CSF(10 ng/ml)のみを加え2日間培養したM/Mφ様

















た。  A:AP-1;Oh(1狙es l,5)、 0.5h(lanes 2,6)、 lh
(lanes 3,7)、 3h(lanes 4,8)、 B:NF―κB;Oh(lanes l,6
)、 0.5h(lmes 2,7)、 lh(lanes 3,8,11,12)、 2h(lmes 4,




































M‐CSF + + + + + 十
TGF‐βl 十 +





(A):未分画骨由来細胞 (l X 105細胞)を96穴プレートの各ウェルに播き込み、
Υ器 ミ懇歳2柑Ь『野り斗習ミ出品輩2。23評客鰍:
た。5日後にTRAP染色を行い、3核以上を含むTRAP陽性多核細胞の数を顕微鏡下で
カウントした。
(B):未分画骨由来細胞 (5X105細胞)を96穴プレー トの各wellに播き込み、
1,25(OH)2D3(10 nM)とTGF―β中和抗体(20 μg/ml)、アイソタイプコントロール
IgGl(20μg/ml)を添加 した。7日後にTRAP染色を行い、3核以上を含むTRAP陽性多
核細胞の数を顕微鏡下でカウントした。各値は代表する実験の3ウェルの平均値±標準
誤差で示す。
∽): **p<0.01, *p<0.05
(B): **p<0.01
Dunnettの多重比較による。
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1,25(OH)2D3+ + +
anti‐TGF‐3-Ab +
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Fig。12:破骨細胞の分化過程におけるTGF一βの作用機構
